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DANS LE SÉRUM DES PATIENTS ATTEINTS DE FIBROSE KYSTIQUE
RÉSUMÉ
La fibrose kystique (FK) est la maladie héréditaire fatale la plus fréquente en Amérique
du Nord (1:2000). La morbidité est surtout reliée aux dommages des voies aériennes. Un des
mécamsmes pouvant induire une destruction du tissu bronchopulmonaire est un excès d'élastase
(protéase neutrophilique) tel que rencontré dans la maladie pulmonaire obstructive tabagique.
L'al-antitrypsine (al-AT) est le principal agent de protection contre l'élastase. Bien que présente
au niveau des sécrétions bronchiques des patients FK, l'al-AT y est totalement inactive. On sait
que la surcharge en élastase au niveau des voies aériennes des patients FK est responsable de la
protéolyse de F al-AT présente. Cette protéolyse est facilitée par l'oxydation de l'al-AT (médiée
par les radicaux libres et les cellules inflammatoires).
Devant le dramatique taux d'inactivation de l'al-AT au niveau bronchique des patients
FK (leurs poumons sont le site d'une réponse inflammatoire intense et soutenue puisqu'ils sont
fréquemment infectés) et le haut débit sanguin pulmonaire, nous avons voulu savoir si l'al-AT
sérique subissait cette inactivation lors de son passage de la circulation systémique à la circulation
pulmonaire. Il se pourrait que l'al-AT sérique de ces patients soit moins fonctionnelle que celles
des sujets normaux, entraînant une perte de protection locale pulmonaire. Cette question du status
de l'al-AT sérique est importante à éclaircir puisque certains préconisent le remplacement
systémique en al-AT comme thérapie pour les patients FK.
Nous avons comparé la quantité antigénique et fonctionnelle de l'al-AT sérique de sujets
;  ^
sains et de patients FK. Notre population était constituée de 13 sujets atteints de FK (âgés de 9
à 26 ans, un seul fumeur) et de 11 sujets témoins (âgés de 18 à 41 ans, un seul fumeur). Nous
avons isolé l'ai-AT des sérums par une chromatographie d'affinité, mesuré l'activité antigénique
par une méthode d'immunodiffusion radiale et étudié l'activité inhibitrice par trois méthodes
différentes. D'a^tord, des concentrations variables d'al-AT ont été incubées avec une
concentration fixe d'élastase neutrophilique humaine (ÉNFl) et l'activité résiduelle de l'élastase
a été mesurée spectrophotométriquement avec un substrat chromogénique spécifique. Puis, à
l'aide d'un test enzymatique, nous avons établi la constante d'association avec l'ÉNH. Finalement,
de l'al-AT purifiée fut incubée avec de l'ÉNH et analysée par un gel d'électrophorèse.
Les niveaux antigéniques sériques d'al-AT des patients FK sont beaucoup plus élevés que
ceux des sujets sains (1,7 fois). Leur al-AT sérique est complètement active et comparable à
celle des sujets sains : le pourcentage d'activité contre l'élastase est de 100,2 ± 4,1% pour les
patients FK et de 103,1 ± 9,6% pour les sujets normaux. L'al-AT sérique de tous les sujets sains
et FK est capable de former des complexes avec l'ÉNH à l'électrophorèse et les complexes sont
identiques d'un groupe à l'autre . De plus, les constantes d'association de l'élastase pour l'al-
antitrypsine sont comparables pour les deux groupes: 0,77 vs 0,82 x 10"' M"'sec"'.
Ces résultats indiquent que les patients FK n'ont pas de déficit fonctionnel de leur al-AT
systémique. Au contraire, ils possèdent une activité anti-élastase sérique augmentée, hausse
probablement reliée au fait que l'al-AT est une "protéine de la phase aiguë" et que les sujets FK
sont chroniquement infectés. Malgré l'inactivation dramatique de l'al-AT bronchopulmonaire,
l'al-AT systémique demeure totalement active.
Étant donné que l'al-AT pulmonaire est inactive chez les sujets FK, et ce, malgré la
présence d'une grande protection systémique en al-AT, le concept d'un "seuil protecteur
systémique" en al-AT est donc improbable. Pour améliorer le sort respiratoire des patients FK,
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il faut viser des solutions qui amélioreront l'équilibre élastase/anti-élastase au niveau local
pulmonaire comme une thérapie anti-infectieuse plus agressive, une thérapie anti-inflammatoire
ou une thérapie anti-élastase spécifique. Nos données indiquent que la supplémentadon
systémique en al-AT n'améliorera probablement pas l'état de ces patients.
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INTRODUCTION
La fibrose kystique (FK) est la maladie héréditaire avec le plus haut taux de mortalité.
La principale cause de décès est l'insuffisance respiratoire. Cette détérioration pulmonaire survient
à la suite d'attaques infectieuses répétées causant des dommages irréparables. Inexorablement,
la pauvreté du tissu pulmonaire entraînera l'insuffisance respiratoire et la mort.
On a connu des progrès rapides dans la compréhension de cette maladie. En effet, le gène
de cette maladie fiit découvert en 1989 et la molécule fautive est maintenant identifiée (1). Il nous
est aujourd'hui permis de faire du conseil génétique et d'envisager éventuellement une thérapie
génétique. Ce rêve demeure cependant lointain.
Depuis quelques années, existe également la possibilité de transplantation pulmonaire pour
sauver ces patients chez qui la destruction pulmonaire est devenue trop importante, rendant
précaire leur survie. Il s'agit là d'une thérapie de dernier recours comportant de grands risques
opératoires. Tous n'auront pas la chance de s'y rendre vivants et le coût pour la société pourrait
devenir énorme.
Idéalement, de pouvoir trouver précisément la source et le mécanisme de destruction
pulmonaire serait un avantage énorme et permettrait une survie accrue et retarderait l'échéance
de la greffe pulmonaire. C'est dans cet esprit que la présente émde a été entreprise.
On compte déjà beaucoup de travaux sur la FK en rapport avec le mécanisme de
destruction pulmonaire, mais les réponses sont encore trop peu nombreuses. On envisage trois
principaux mécanismes de dommages pulmonaires. D'abord, les oxydants ; une surcharge existe
au niveau des sécrétions bronchiques de ces patients, reliée au processus neutrophilique de défense
pulmonaire. Deuxièmement, l'al-antitrypsine pourrait ne pas remplir son rôle de protection, soit
celui d'inhibiteur de l'élastase neutrophilique, enzyme protéolytique ayant pour affinité particulière
l'élastine, élément important du tissu conjonctif de soutien des poumons. Finalement, un
déséquilibre quantitatif entre l'élastase et l'al-anlitrypsine (al-AT) pourrait aussi expliquer la
survenue des bronchiectasies.
Il existe jme surcharge en élastase neutrophilique dans les sécrétions bronchiques des
patients FK en phase infectieuse aiguë et l'al-antitrypsine présente est inactive, en partie oxydée
et en partie tronquée par un surplus d'élastase (2). Etant donné le haut débit sanguin pulmonaire,
il est envisageable que la surcharge en élastase et en oxydants puisse endommager F al-AT
sérique lors de son passage au niveau des capillaires pulmonaires. L'al-antitrypsine étant l'un
des inhibiteurs des protéinases sériques les plus importants, cette vérification — à savoir si l'al-
AT est rendue inactive par son passage pulmonaire — devient importante : la chute du taux
sérique d'al-AT aurait des répercussions néfastes au niveau systémique.
11 est dernièrement apparu dans la littérature médicale l'idée de supplémenter de façon
systémique en al-AT les patients FK, espérant ainsi améliorer leur "protection" pulmonaire en
contrecarrant l'effet protéolytique de l'élastase libre respiratoire. Si toutefois l'al-antitrypsine
n'était pas inactivée lors de son passage pulmonaire, une telle thérapie deviendrait dérisoire.
Goldstein et al. ont étudié la fonction sérique de l'al-AT des patients FK et ont conclu
qu'elle était active; cependant la capacité de se lier à l'élastase neutrophilique variait de 60 à 93%
(3). Ils évaluèrent que 77% de l'al-antitrypsine sérique était capable de former des complexes
avec l'élastase, bien que celle-ci se lie à l'élastase dans un ratio de 1:1 (in vitro). Cela nous
amène à devoir vérifier pour quelle raison l'al-AT ne pouvait se complexer complètement à
l'élastase: était-ce par oxydation-inactivation? par protéolyse de la molécule? ou une erreur
d'interprétation des résultats?
Cette étude fut donc entreprise pour comparer les concentrations antigénique et
fonctionnelle de l'ai-AT sérique de patients FK à ceux de patients normaux en utilisant une
méthode de mesure précise et sensible de l'activité inhibitrice de l'ai-AT contre l'élastase
ncutrophilique humaine.
REVUE DE LA LITTERATURE
1. LA FIBROSE KYSTIQUE
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La fibrose kystique (FK) est une maladie multisystémique rencontrée chez l'enfant et
l'adulte et dont les principales caractéristiques sont l'obstruction et l'infection bronchique
chronique et la malabsorption intestinale. La fibrose kystique est par ailleurs la maladie génétique
avec le plus haut de mortalité chez les caucasiens. A la base, il s'agit principalement d'une
maladie des glandes exocrines. Les patients FK peuvent aussi souffrir de polypose nasale, de
pansinusite, de prolapsus rectal et d'hyperglycémie insulino-dépendante. Ils peuvent se présenter
avec un retard de croissance, une cirrhose hépatique et autres dysfonctions hépatiques.
L'incidence de la fibrose kystique est de 1:2000, plus élevée chez certains peuples avec
haut taux de consanguinité et très basse chez les Orientaux (1:90,000). Le gène de la FK est
généralement plus prévalent chez les populations du Nord. Le gène responsable de cette maladie
transmise selon le mode autosomal récessif a été isolé récemment (1) : il code pour une protéine
de 1480 acides aminés appellée CFTR {Cystic Fibwsis Transmembrane Regulator). Insérée dans
les membranes des cellules, cette protéine détient une fonction de canal ou de pompe anionique.
La mutation la plus commune, AF508, résulte en la délétion d'un résidu phénylalanine à la
position 508, et ce, à l'intérieur d'un site d'attachement pour l'ATP (adénosine triphosphate). De
nombreuses autres mutations (plus de 170) causant toutes la maladie de la FK ont été mises en
évidence, mais la mutation AF508 survient chez 70-80% des patients FK caucasiens et hispaniques
(4). Des sondes pour le gène normal et quelques mutants sont maintenant disponibles
commercialement; elles seront peut-être disponibles un jour pour la détection anténatale et le
dépistage des porteurs.
Les quatre principales caractéristiques de cette maladie se résument ainsi :
une incapacité d'évacuer les sécrétions muqueuses;
un taux élevé en NaCl dans la sueur;
UQ contenu en eau diminué dans les sécrétions mucoïdes;
une infection chronique limitée aux poumons.
Les premières études ayant porté sur cette maladie ont mis en évidence l'imperméabilité
relative des membranes apicales des cellules épithéliales -- dont celles du tractus respiratoire -
au chlore. De plus, ces glandes réabsorbent un excès de sodium, et donc d'eau, vers l'intérieur des
tissus, le tout conduisant à un épaississement des sécrétions bronchiques. La découverte récente
du gène a permis de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie : les canaux servant
à l'échange du sodium et du chlore sont présents mais leur régulation est altérée, le tout étant relié
au CFTR, un canal du chlore.
L'infection chronique pulmonaire et la malabsorption mènent à de nombreux problèmes
dont la malnutrition par manque d'apport (anorexie), déficience en acides gras et déficience en
vitamines liposolubles, le tout associé à un catabolisme exagéré secondaire aux infections.
Du point de vue pathologique, on retrouvera précocément l'équivalent d'une bronchiolite
avec présence de bouchons muqueux et réponse inflammatoire dans les parois des petites voies
aériennes. L'accumulation de mucus s'étendra graduellement aux plus grosses voies aériennes et
se développera alors une bronchite. L'infection est confinée à l'espace intrabronchique, avec peu
d'invasion systémique. Avec l'évolution de la maladie, une destruction des voies aériennes
apparaît avec une oblitération bronchiolaire et formation de bronchiectasies. Chez les patients les
plus malades, on retrouve des kystes bronchiectasiques et des'bulles emphysémateuses, surtout aux
lobes supérieurs; ces bulles peuvent se rupturer, d'où tendance aux pneumothorax. De plus, les
artères bronchiques devenues tortueuses et élargies, contribueront à l'incidence élevée
d'hémoptysies.
Cliniquement, l'expression de cette maladie peut être grandement variable, allant du décès
en jeune âge Juscju'au diagnostic à l'âge adulte. Les complications respiratoires fréquentes sont
les pneumothorax, l'atélectasie, l'hémoptysie, le coeur pulmonaire, avec, éventuellement, la
cyanose au repos. Du point de vue intestinal, on rencontrera chez les nouveau-nés des iléus
méconiaux avec distension abdominale, vomissements et passage tardif du premier méconium.
Plus de 85% des enfants présenteront une malabsorption (insuffisance pancréatique).
Le diagnostic repose sur la mise en évidence d'un contenu en chlore trop élevé dans la
sueur ()60 mEq/L), mais il arrive à l'occasion que ce test soit difficile à interpréter. Avec la
découverte du gène CFTR, il sera possible, chez plusieurs malades et chez les porteurs, de faire
le diagnostic par l'étude de l'ADN.
Quant au traitement, il demeure pour l'instant symptômatique: traitement des surinfections
pulmonaires (antibiothérapie orale ou intraveineuse, intra/extra-hospitalière), amélioration de
l'apport alimentaire, suppléments d'enzymes pancréatiques et de vitamines liposolubles, traitement
symptômatique des bronchospasmes. La physiothérapie respiratoire (percussion thoracique,
drainage postural) a de beaucoup amélioré le sort de ces patients: comme nous le verrons un peu
plus loin dans le présent mémoire, c'est la stagnation de sécrétions au contenu riche en élastase,
oxydants et autres produits bactériens qui est la source probable de la destruction bronchique.
Cette physiothérapie respiratoire, qui a pour but d'éliminer le plus possible ces surplus de
sécrétions, exigera d'une à quatre sessions par Jour. Certains recommandent aussi d'ajouter des
anti-inflammatoires puissants tels que la prednisone pour diminuer les effets indésirables des
cellules inflammatoires au niveau pulmonaire. A cette thérapeutique de base,-s'ajoute le traitement
des complications.
Somme toute, la FK est une maladie systémique. Bien que la morbidité soit
principalement liée à la composante respiratoire de la maladie, de multiples autres problèmes
médicaux viennent compliquer la vie de ces patients, ceci sans compter la lourdeur médicale
imposée à leur famille et la restriction de leur vie sociale. Leur pronostic demeure limité par la
condition respiratoire. Même si la transplantation pulmonaire est maintenant possible, il faut être
"en forme" pour passer au travers, ce qui est loin d'être le cas de tous ces patients. Et malgré le
possible succès médical de cette thérapeutique, les patients demeurent sous immunosuppression
et les autres problèmes d'ordre digestif ne sont pas résolus pour autant.
Bien que le gène soit maintenant connu, nous sommes encore loin de la possibilité de
thérapie génétique pour les patients actuellement atteints de cette maladie.
2. LES OXYDANTS ET LES DOMMAGES OXYDATIFS
L'évolution des organismes pluricellulalres sur terre fut rendue possible par le
développement des mitochondries qui permettaient la réduction de l'oxygène en eau via une
chimie enzymatique complexe. Une partie de ces réactions produit des molécules intermédiaires
entre l'Oi et l'HjO du point de vue de la charge électrique, molécules communément appelées
radicaux libres, molécules instables toujours prêtes à libérer un électron pour restabiliser leur
charge électrique. La réduction séquentielle de l'Oj produit entre autres des anions superoxides
et des radicaux hydroxyls.
Production de superoxyde par fa NADPH oxydase
2 O2 + NADPH NADP^ + 20/+
Production de peroxyde d'hydrogène par la superoxyde dismutase
2 0/^2 HP2+ O2
Production de radicaux hydroxyl (réaction de Haber-Weiss)
(i) 0/ + ^ O2 + Fe'"
(ii) H2O2 + Fe'^ -+ *0H + OH Fe'"
net : 0/ + H2O2 -> 'OH + OH" + O2
Production d'acide hypochlorique par la myéloperoxydase (MPO)
H2O2 + Cl" -+ HjO + HOCl
Chlorination de la taurine
HOCl + H2N-CH2CH2-SO3H ^  CINH-CH2CH2-SO3H + H2O
où O2* est l'anion superoxyde
H2O2 est le peroxyde d'hydrogène
*0H est le radical hydroxyl
HOCl est l'acide hypochlorique
CINH-CH2CH2-SO3H est de la chloramine, un oxydant à longue
demi-vie.
La production de radicaux libres de la mitochondrie proviennent de réactions d'oxydation
dans la région ubiquinone-cytochrome B, la production de superoxydes a lieu dans les cellules
phagocytaires. Lorsque les radicaux libres sont formés par des systèmes enzymatiques, ils sont
soit détoxifiés par le système anti-oxydant du glutathion, du superoxyde dismutase ou de la
catalase où ils réagissent avec la cible cellulaire la plus proche. Ces radicaux libres pourront
altérer des lipides et des protéines constituantes membranaires, créant ainsi des altérations à ces
composés et modifiant -- voire détruisant -- leur fonction, tels que les peroxydes lipidiques qui
possèdent des propriétés néfastes. Ainsi, les oxydants sont capables d'endommager diverses
cellules, incluant les cellules parenchymateuses des parois alvéolaires, et d'altérer le support
conjonctif des poumons (5). Il existe trois sources principales d'oxydants au niveau du tractus
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respiratoire inférieur ;
a) suite aux processus biochimiques normaux;
b) suite à l'activation de cellules inflammatoires;
c) les oxydants inhalés: fumée de cigarette, dioxide d'azote, ozone et hautes
concentrations d'oxygène.
Les cellules inflammatoires relâchent des oxydants lorsqu'elles sont activées (en réponse
à une agression), les agents infectieux étant parmi les principales causes d'activation des cellules
inflammatoires, ceci tout particulièrement chez le patient FK. Cette relâche d'oxydants par le
neutrophile résulte en une activité bactéricide très efficace.
En phase infectieuse aiguë, le patient FK se doit donc d'avoir un système de protection
"scavenger" pour limiter l'action des oxydants qui, si non neutralisés, peuvent avoir des demi-vies
suffisantes pour s'attaquer à la paroi pulmonaire. Il existe des systèmes d'antioxydants intra
cellulaires, dont le système glutathion, le système de la superoxyde dismutase et de la catalase (5).
Il y a par ailleurs des antioxydants extra-cellulaires tels que la céruloplasmine, la vitamine A (P-
carotène), la vitamine E (tocophérol) et la bilirubine. L'acide aminé méthionine peut devenir un
donneur d'électrons et inactiver ainsi des radicaux libres d'oxygène.
L'al-antitrypsine étant endommagée par la présence d'oxydants, le patient FK est
doublement "attaqué" par les oxydants lors d'infection pulmonaire: (a) les neutrophiles et
macrophages libèrent beaucoup de radicaux libres, et (b) ces patients reçoivent souvent un surplus
en oxygène, amplifiant la production d'oxydants, cependant ce supplément est souvent minime,
donc contribuant peu.
3. L'al-ANTITRYPSINE (al-AT)
Le plasma humain contient 9 protéines inhibitrices de protéinases. Plusieurs ont des
fonctions spécifiques dans la coagulation, la fibrinolyse ou dans la cascade du complément (6).
La principale antiprotéinase est l'al-antitrypsine; après l'albumine et les immunoglobulines, elle
est la troisième protéine sérique en importance selon la concentration. Cette protéine fut isolée
pour la première fois en 1955, il s'agissait de la principale protéine inhibitrice de la trypsine dans
le plasma, d'où son appellation. En 1967, Baumstark rapporta que l'al-antitrypsine était le
principal inbiteur de l'élastase dans le sérum humain (7). En 1974, son nom fut modifié pour
celui de "al-proteinase inhibitor" (al-PI) car cette appellation décrivait mieux sa fonction (8).
Plusieurs auteurs ont toutefois conservé l'appellation "al-antitrypsine", laquelle sera utilisée tout
au long de ce mémoire (9).
Certains individus synthétisent une forme aberrante d'al-antitrypsine et ils développent
de l'emphysème en jeune âge. Nous savons maintenant qu'il existe un polymorphisme génétique
important de l'al-AT. Les variantes Z et S sont associées à une déficience plasmatique en al-
antitrypsine, et la forme M est la forme saine et heureusement la plus commune (10).
L'al-antitrypsine fait partie des inhibiteurs des protéases (ou protéinases) et représente
10% du total des protéines. Elle est synthétisée au niveau du foie, sécrétée dans le plasma, et sa
demi-vie est d'environ 6 jours (10). Il s'agit d'une protéine de défense ou protéine de la phase
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aiguë. En période non infectieuse, sa concentration sérique normale est d'environ 1,3 g/L. L'al-
AT et l'cq-macroglobuline, les deux plus importantes protéines inhibitrices, sont des "protéines-
suicides" : suivant la formation d'un complexe avec la protéinase cible, elles sont éliminées par
les cellules du système réticulo-endothélial. L'ai-AT inhibe seulement les sérines protéinases
telles que l'élastase pancréatique et neutrophilique, la trypsine pancréatique, la chymotrypsine, la
kallikréine, la thrombine, les collagénases cutanées et synoviales et la plasmine. Son affinité la
plus marquée est pour l'élastase neutrophilique humaine (ÉNH): la réaction s'effectue en moins
de 3 millisecondes. Sa constante d'association avec l'ÉNH est de 6,5 x 10^ M"'sec"' (8). La
Ka33 de l'al-AT pour la trypsine est de 7.3 x 10" M'^sec"' (l'appellation "al-proteinase inhibitor"
est donc, effectivement, une meilleure appellation que "al-AT" mais la coutume scientifique en
veut autrement).
La plupart des interactions al-AT/substrat mènent à la formation d'un complexe stable
selon une réaction équimolaire. Le site réactif de l'al-antitrypsine est situé au niveau de la
sixième méthionine de la molécule, celle-ci contenant un total de 8 résidus méthionine. Reilly
démontrait en 1980 que l'ÉNH dégradait l'élastine pulmonaire humaine. Il montra que l'al-AT
abolissait l'activité élastolytique de l'ÉNH si l'al-AT était en quantité suffisante. De plus, si
l'ÉNH était pré-incubée avec de l'élastine, l'inhibition par l'al-AT était grandement abaissée (9),
mais tout de même conservée, c'est-à-dire que l'al-AT demeure, même dans ces conditions, une
inhibitrice puissante de l'élastase.
L'al-AT peut être purifiée de diverses façons : soit par fractionnation à l'aide du
(NH4)2S04, par filtration sur gel, par chromatographie échangeuse d'ions, par chromatographie
d'affinité et par électrophorèse. Baumstark et al. (12) et Sugiura et al. (13) ont publié des
techniques d'isolement par chromatographie d'affinité, techniques qui demeurent, à l'heure
actuelle, les plus souvent employées. La concentration est mesurée par méthode
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d immunodiffusion radiale sur gel d'agarose contenant de ranticorps ccl-antitrypsine.
Son masse moléculaire est de 55,000 daltons ou 55 kd. C'est une glycoprotéine à chaîne
simple contenant 12% d'hydrates de carbone. Elle possède une séquence connue de 398 acides
aminés. L'ADN complémentaire est également connue (10). L'activité inhibitrice contre l'ÉNH
s'étudie à l'aide dy substrat N-succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-alanyl-p-nitroanilide. Lorsque purifiée,
la molécule d'al-antitrypsine est stable et peut être conservée à -80°C pendant plusieurs mois.
4. L'al-ANTITRYPSINE ET LES OXYDANTS
Le site réactif de l'al-AT se retrouve autour du résidu methionyl en position 358 à 37
aa de la fin carboxyl. Le groupe thio-éther est sujet à l'oxydation et lorsqu'oxydé en sulfoxide
(al-AT MetSO), ceci diminue de beaucoup le pouvoir d'inhibition de l'al-AT. Ainsi, pour
1 ÉNH, kgjj passe de 6,5 x 10' à 3,1 x 10" M 'sec"' (14). Autrement dit, la vitesse de réaction est
diminuée de 2000 fois, donnant le temps à l'élastase de s'attaquer à son substrat propre, soit
l'élastine. Ce délai se traduit en termes de temps, d'une réaction en 3 ms pour l'al-AT intacte
à une réaction de 6 ms pour l'al-AT oxydée. Généralement, l'oxydation de l'al-AT affecte son
pouvoir inhibiteur auprès de toutes les protéinases, et tout particulièrement en ce qui concerne
1 élastase pancréatique, la plasmine et la thrombine humaine; pour ces protéinases, il n'y a alors
plus aucune association avec l'al-AT oxydée (pour l'élastase pancréatique porcine, la k^^j passera
de 1,0 X 10^ M sec à zéro). L al-AT oxydée perd donc, auprès de celles-ci, tout pouvoir
inhibiteur. Les autres protéinases réagiront encore mais à vitesse réduite. L'al-antitrypsine
devient alors un inhibiteur progressif. Ce délai prolongé n'est pas significatif en l'absence de
substrat compétitif pour 1 élastase, mais la présence d'élastine renverse la situation: en effet, en
présence d al-AT oxydée, 1 élastase aura le temps de réagir avec l'élastine avant que l'al-
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anlilrypsine puisse l'inhiber (du moins in vitro).
L activité inhibilrice de i'al-AT retrouvée dans les lavages broncho-alvéolaires des
patients avec tabagisme élevé est basse (15,16). Chez les patients fumeurs, on retrouve de l'al-AT
MetSO, alors que chez les non-fumeurs, c'est de l'al-AT Met qui est présente (15).
Au niveay pulmonaire, la survenue d'un processus infectieux ou inflammatoire conduira
à la production de myéoloperoxydase (MPO) par les neutrophiles, et à la producUon de H^O^,
d'acide hypochlorique et de N-chloramine, oxydants inactivant l'al-AT. L'inactivation de l'al-
antitrypsine est variable dans le temps selon l'oxydant : le HOCl oxyde très rapidement tandis que
les oxydants chlorinés (N-chlorotaurine) oxydent tout autant mais plus lentement (17).
Il existe une enzyme capable de réduire la MetSO en Met : la methionine sulfoxide peptide
reductase (18). Abrams et al. ont démontré que cette enzyme pouvait réduire le centre MetSO à
1 intérieur d une protéine, dont l'al-AT (19). Une réductase humaine semblable existe chez
l'homme; la concentration de MetSO à l'intérieur des neutrophiles du sang périphérique est
équivalente chez les patients fumeurs et non fumeurs, il faut donc présager que cette enzyme ne
joue pas un rôle important dans la protection anti-oxydative pulmonaire chez les humains (20).
Finalement, le macrophage alvéolaire fut aussi impliqué comme potentiel agent d'oxydation de
l'al-antitrypsine. Le macrophage alvéolaire activé (tumeurs) relâche spontanément 2,5 fois plus
d'anions superoxides que le macrophage non activé (non-fumeurs) et 8 fois plus de H2O2. Ces
macrophages réduisent de 60% l'habileté de l'al-AT d'inhiber l'ÉNH. Cependant, les
macrophages des non-fumeurs n'affectent en rien la fonction inhibitrice contre l'ÉNH (32).
En 1986, Morrison et al. ont montré que l'al-AT contenue dans les expectorations des
patients fumeurs ne pouvait être réactivée avec la MetSO réductase que de 30 à 60% impliquant
qu'une partie de l'al-AT retrouvée était protéolysée, l'autre partie oxydée (21). Le macrophage
alvéolaire fut aussi impliqué comme potentiel agent d'oxydation de l'-al-antitrypsine. Le
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macrophage alvéolaire activé (fumeurs) relâche spontanément 2,5 fois plus d'anions superoxides
que le macrophage non activé (non-fumeurs) et 8 fois plus de HjOj. Les macrophages réduisent
de 60% l'habileté de l'al-AT d'inhiber l'ÉNH. Cependant, les macrophages des non-fumeurs
n'affectaient en rien la fonction inhibitrice contre l'ÉNH (33).
5. L'ELASTASE
Une perméabilité vasculaire accrue et le recrutement de leucocytes sont deux éléments
essentiels du processus inflammatoire. Au niveau pulmonaire, ces cellules recrutées "ingèrent" et
tuent divers micro-organismes, enlèvent des débris cellulaires et modulent les cellules endothéliales
environnantes. Les cellules inflammatoires accomplissent leur tâche en libérant des enzymes
protéolytiques dans l'espace péricellulaire. Parmi ces enzymes, on retrouve les protéinases; celles-
ci ont pour substrats certaines composantes de la matrice conjonctive pulmonaire comme le
collagène, l'élastine, la fibronectine et les protéoglycans. Cette capacité de "détruire" en partie
la matrice pulmonaire est essentielle pour permettre aux cellules inflammatoires de quitter leur lit
vasculaire et rejoindre l'espace interstitiel où 1'"insulte" a lieu. Cependant, à certains moments,
ces réactions inflammatoires libèrent de façon excessive ou inappropriée des médiateurs chimiques
qui peuvent conserver un effet prolongé (22).
Les processus inflammatoires sont complexes et efficaces : le macrophage activé secrète
un activateur du plasminogène, produisant ainsi de la plasmine. La plasmine s'attaque aux
protéoglycans et à la fibrine ~ deux molécules entourant l'élastine — en s'attaquant ainsi à ces
protéines, exposant l'élastine et le collagène. Le macrophage et le neutrophile peuvent alors
traverser la matrice pulmonaire et libérer l'élastase au niveau de la paroi en évitant la phase
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soluble où se retrouvent les inhibiteurs des proléases. Il faut noter que le macrophage alvéolaire
contient aussi de l'al-antitrypsine (probablement pour empêcher l'auto-digestion). Il faut savoir
que l'al-AT n'inhibe pas l'élastase produite par le macrophage (métalloprotéases)(23). Au
contraire, la métalloprotéinase du macrophage activé peut fragmenter l'ai-AT en une forme
inactive (24). ,
Il existe plusieurs élastases associées aux cellules inflammatoires (25). Les protéinases
sont classifiées selon leur mécanisme d'action (e.g., protéinase sérine, raétalloprotéinases) et selon
leur substrat (e.g., élastases, collagénases). L'élastase neutrophilique a comme substrat principal
l'élastine: macromolécule de la composante amorphe de la fibre élastique ayant un rôle structural
et mécanique au niveau du poumon et qui est relativement résistante à la plupart des protéinases.
L'ÉNH est une enzyme extrêmement stable qui peut cliver l'élastine pour des semaines (26).
Lorsque liée à l'élastine, l'élastase devient beaucoup plus résistante à l'inactivation par l'al-
antitrypsine (27).
L'ÉNH est une sérine protéinase ayant un groupement sérine en position 195, groupement
hydroxyl nucléophilique. C'est un polypeptide à chaîne simple avec un pk, de 10-11. 11 en existe
plusieurs de ces isoenzymes actifs à pH neutre. Cette élastase à un poids moléculaire de 33,000
daltons (33 kd) et contient 18 à 20% d'hydrocarbones; elle est synthétisée dans le promyélocyte
et emmagasinée dans les granules azurophiles des neutrophiles adultes. On calcule environ 3
picogrammes d'élastase par neutrophile.
Moskowitz et al. furent les premiers à proposer indirectement la présence d'une élastase
provenant du Pseudomonas aeruginosa. Ils montrèrent que l'incubation de d'al-AT en présence
de Pseudomonas entraînait l'inactivation de l'al-AT (28).
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6. L'al-ANTITRYPSINE ET L'ELASTASE
Zaslow et al. voulurent démontrer in vivo l'effet de neutrophiles activés sur l'al-AT:
l'exposition de l'al-AT à un système MPO-H^Oj-halogène a résulté en une perte presque
complète du pouvoir inhibiteur de l'al-AT sur l'ÉNH (29). Cette étude renchérissait l'idée que
l'attaque protéolytique du poumon était avantagée par l'oxydation de l'al-antitrypsine qui, perdant
ainsi son pouvoir inhibiteur auprès de l'élastase, créait un déséquilibre entre protéase et
antiprotéase. Cette dernière hypothèse, à savoir le déséquilibre entre protéase et antiprotéase,
demeure la plus valable pour expliquer la physiopathologie de la destruction pulmonaire de
diverses maladies telles que la fibrose kystique, l'emphysème, les bronchiectasies, etc.
Cette facilité d'inactivation de l'al-antitrypsine pourrait être très utile pour permettre à
l'élastase de devenir localement active lorsque nécessaire (e.g.: effet bactéricide) ou pour
"remodeler" le tissu lors de période de croissance ou après une infection respiratoire. L'al-AT
pourrait être inactivée localement (étant donné le surplus d'élastase et la présence de nombreux
neutrophiles activés) mais retrouverait son activité inhibitrice lorsque l'élastase quitterait la matrice
pulmonaire pour être relâchée en circulation ou plus à distance au niveau du poumon.
Ce déséquilibre protéase/antiprotéase pourrait survenir de plusieurs façons : chez le
fumeur, l'al-AT serait oxydée par la fumée de cigarette et perdrait son efficacité inhibitrice,
tandis que chez le patient avec FK, le surplus de neutrophiles activés en raison d'infections
répétées permettrait un relâchement constant et important d'élastase et d'oxydants, nuisant
considérablement à l'action de l'al-antitrypsine, permettant donc une destruction pulmonaire.
Ossanna et al. nous permirent de mieux comprendre l'interaction entre l'al-antitrypsine
oxydée et l'ÉNH (30). Premièrement, ils démontrèrent que l'élastase libérée de neutrophiles
activés était facilement et complètement inactivée par l'al-AT et par l'irihibiteur de l'ÉNH, le
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AAPVCK (methoxysucdnyl-alanyl-alanyl-prolyl-valyl-cWoromethylcétone), dans un milieu où Ton
avait retiré les neutrophiles; cependant, si les neutrophiles étaient gardés en suspension, il fallait
jusqu'à 100 fois la concentration d'al-anlitrypsine pour inhiber complètement l'activité
élastolytique des neutrophiles activés. Puis les neutrophiles furent activés en présence de sérum
ou d'al-AT purifiée; il fallait alors jusqu'à 1,25% de sérum pour inhiber complètement l'activité
élastase, contrairement à l'incubation sans sérum où aussi peu que 0,125% de sérum était
nécessaire pour inhiber l'élastase. Ces résultats indiquent que les neutrophiles activés en présence
d'al-AT (ou de sérum en excès) continuent de produire des excédents d'élastase, ce qui entraîne
une activité élastolytique persistante et difficile à inhiber (29).
Matheson et al. ont démontré que l'al-antitrypsine oxydée était susceptible à la protéolyse
par l'élastase porcine pancréatique (ÉPP)(31). Tout comme l'avait aussi démontré Cochrane,
l'ajout de PPE à de l'al-antitrypsine oxydée in vivo (liquide de lavage broncho-alvéolaire - LBA)
entraîne la protéolyse de l'al-AT sur un gel d'électrophorèse (32). De même, l'al-AT oxydée
soit par le neutrophile activé ou chimiquement, ne peut pas se complexer aussi bien et apparaît
alors sur gel d'électrophorèse un fragment protéolysé. En présence de méthionine, l'al-AT ne
se fait pas oxyder et peut donc se complexer avec l'élastase.
7. al-ANTITRYPSINE - ÉLASTASE - FIBROSE KYSTIQUE
En 1984, Jackson et al. montrèrent que l'on pouvait mesurer une certaine activité
élastolytique dans les sécrétions bronchiques des patients FK, autant chez les patients externes que
chez les hospitalisés (34). Cette activité élastolytique pouvait être inhibée par l'al-antitrypsine,
et selon ses propriétés chimiques, ils concluaient qu'il s'agissait probablement d'une protéase
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sérine d'origine leucocytaire. Ils mesurèrent aussi l'ai-AT sérique et des expectorations et
montrèrent que le ratio sérique/bronchique était augmenté mais sans donner de valeur quantitative.
Cette activité élastolytique était de l'ordre de 5 |iM d'élastase dans les expectorations alors
que Cantin et al. mesurèrent une activité de l'ordre de 0,1 à 0,4 pM (2). Ils proposaient déjà à
ce moment que l^antibiothérapie agressive dirigée contre le Pseudomonas pourrait ralentir le
processus de destruction pulmonaire.
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HYPOTHESE DE RECHERCHE
Malgré les récentes découvertes génétiques, les patients atteints de FK meurent encore
aujourd'hui d'insuffisance respiratoire secondaire à une destruction pulmonaire. Les plus récentes
données démontrent qu'un déséquilibre al-AT/élastase est à l'origine de cette destruction de
l'arbre respiratoire. Dans cette optique, certaines équipes ont entrepris de supplémenter en al-
antitrypsine ces patients pour leur permettre d'améliorer leur défense pulmonaire. Cependant, s'il
est possible d'identifier que ces patients ne présentent de façon systémique de déficience en al-
AT, qu'en est-il de cette thérapie? Il est facile de supposer que le très grand débit sanguin
pulmonaire pourrait entraîner une oxydation ou une inactivation de l'ai-antitrypsine, la surcharge
en oxydants au niveau pulmonaire étant tellement grande. Nous essayerons donc de démontrer
que non seulement ces patients ne sont pas déficients en al-AT mais que de plus, leur al-AT au




Furent incluses 13 personnes atteintes de fibrose kystique et 11 volontaires "normaux".
Un consentement a été obtenu chez tous ces individus. L'âge moyen des patients FK était de 16
± 2 ans et celui des témoins, de 27 ± 3 ans. Il y avait un fumeur seulement par groupe, tous les
autres n'avaient jamais fait usage de la cigarette. Tous les patients FK étaient à un stade avancé
de leur maladie, avec hospitalisations fréquentes et production d'exporations purulentes. Au
moment de l'étude, les cultures de dix patients révélèrent la présence de Pseudomoms aeruginosa
avec ou sans Staphylococcus aureus. Trois patients avaient des cultures positives pour le S. aureus
mais sans présence de P. aeruginosa.
Une consultation auprès du comité éthique a eu lieu et un consentement éclairé a été signé
par les parents de chacun des enfants. Les volontaires ont été payés pour l'obtention de sang.
A) PURIFICATION DE L'al-ANTITRYPSINE SÉRIQUE
L'al-antitrypsine fut purifiée de chacun des sérums par la méthode de Sugiura et al. (13).
Il s'agit d'une purification par chromatographie d'affinité qui se fait en quatre étapes, chacune
équivalant à une coloime d'affinité différente : la première colonne à l'aide d'un anticorps
spécifique retirera du sérum la majorité de l'al-antitrypsine disponible, une deuxième colonne (G-
100) permettra de séparer les protéines contaminantes suivant leur taille moléculaire et finalement,
deux colonnes d'affinité, soit une anti-albumine et une colonne d'antisérumxomplet à l'exclusion
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d'anticorps contre l'al-antitrypsine, permettront de purifier au maximum l'al-antitrypsine. Les
divers tampons utilisés sont les suivants ;
Tampon A ; 0,1 M Tris
0,5 M NaCl
0,005 M Na^EDTA
0,02% NaNj (l'ajout d'azoture de sodium est facultatif)
Tampon B : 0,1 M NaHCOj
0,5 M NaCl
0,1 M Na2C03 pour obtenir pH=8,3
Tampon C : 0,1 M NujCOj
0,5 M NaCl
0,005 M Na^EDTA
0,02% NaNj (l'ajout d'azoture de sodium est facultatif)
Tampon D ; lOOmM HEPES
0,5 M NaCl
0,1% brij-35
NaOH pour ajuster pH à 7,5
Tampon E: 5 ml Tris 1,0 M pH 6,8
10 ml SDS 10%
10 ml glycérol




Tampon pH 4.5: 0,1 M acétate de sodium
0,5 M NaCl, ajustement de pH à 4,5 avec acide acétique
Tampon pH 8,5: 0,1 M tris/HCl
0,5 M NaCl, ajustement de pH à 8,5 avec HCl
Tampon de réservoir: 28 g glycine
6 g tris
2 g SDS
150 g urée, compléter ad 5 litres d'eau
Plus précisément, la colonne d'affinité anti-al-AT était un gel de 5 grammes de Sépharose
4B activé au cyanogène-bromide (Pharmacie Fine Chemicals, Piscataway, NJ). Le Cn-Br est un
bras intercalé entre la matrice de sépharose et le ligand afin de faciliter le couplage avec
l'anticorps. Cette colonne immuno-absorbante était préparée en y liant de façon covalente 7 ml
d'un anticorps spécifique pour l'al-antitrypsine humaine (produit par Dako Immunochemicals,
Santa Barbara, CA et distribué par Dimension Laboratories Inc., Mississauga, Ontario); la
concentration était 15,43 mg/ml, soit 108 mg d'anticorps al-antitrypsine. Pour ce faire, la
sépharose était plongée dans une solution de 1,0 mM de HCl pour 25 minutes, en prenant soin
de dégazer les billes durant le gonflement de celles-ci, en appliquant une pression négative de 10
à 15 PSI. Les billes étaient ensuite lavées sur un verre fritté avec 25 ml de tampon B. Au gel
ainsi "gonflé" étaient ajoutés 7 ml d'anticorps anti-al-antitrypsine et 43 ml de tampon B. Après
une incubation d'une nuit à 4°C, l'excès d'anticorps était lavé sur verre fritté à l'aide de 200 ml
de tampon B. Pour bloquer les sites actifs non occupés, les billes étaient transférées dans une
solution d'éthanolamine à 1,0M et incubées pendant 4 heures à 4°C. Pour éliminer l'excès de
ligands non couplés, des lavages successifs (5 fois chacun) avec des solutions à haut et bas pH
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étaient faits (tampon pH 4,5 et pH 8,5). Le gel était par la suite équilibré avec le tampon A.
Après la préparation de la colonne d'affinité de l'al-antitrypsine, la technique de
purification commençait. Après avoir pris soin de bien laver la colonne avec 100 ml de tampon
A (en vérifiant bien que la densité optique de la "solution" soit inférieure à 0,006), 2 à 3 ml de
sérum était introduit dans la colonne à l'aide d'une pompe péristaltique. Après la sortie du sérum
de la colonne (DO < 0,006), l'al-antitrypsine était éluée, c'est-à-dire que l'antigène était détaché
de sont site en faisant passer à travers la colonne 100 ml de tampon à pH 8,5. La solution éluée
contenant l'ai-AT ainsi obtenue était rapidement neutralisée en ajoutant du tampon A (1:1, v/v).
La colonne était regénérée aussitôt en faisant passer du tampon pH 4,5 puis tampon pH 8,5 et
pour finir du tampon A; ceci pour permettre de conserver la même colonne de chromatographie
pour la purification de l'al-AT de tous les sérums (n=24).
L'al-antitrypsine obtenue après cette première colonne était concentrée à l'aide d'une
membrane Amicon YM-10. Commençait ensuite la purification à l'aide de la colonne G-lOO qui
sépare par taille moléculaire. Deux pics étaient obtenus avec cette colonne; seul le deuxième pic
était conservé (mesure faite par spectrophotomètre à 280nm - DU-7, Beckman Instruments Inc.,
Fullerton, CA). Au début de chaque expérimentation, nous avions pris la précaution de bien
vérifier la ligne de base du lecteur UV avant d'effectuer les premières mesures. La colonne anti
albumine et la colonne anti-sérum complet étaient connectées en série. L'élution obtenue était
concentrée dans un volume d'environ 1,5 cc. Ces deux dernières colonnes étaient regénérées par
des lavages successifs avec des tampons à pH élevé et bas (8,5 et 4,5). Le filtre du concentrateur
(membrane Amicon PM-10) était bien nettoyé entre chaque utilisation avec du NaCl 2,0M et de
1 eau distillée trois fois. La solution contenant l'al-antitrypsine était séparée en échantillons de
50 pl et conservée à -80°C.
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B. SPÉCIFICITÉ DE L'ANTICORPS ANTl-al-ANTITRYPSINE UTILISÉ
Toutes les données de cette étude reposent sur l'isolement de l'al-antitrypsine à partir des
sérums entiers. Cette purification étant faite par une méthode de chromatographie d'affinité, il
est primordial de ^'assurer de la spécificité de l'anticorps employé. Sur une plaque d'Ouchterlony,
nous avons mis au centre l'anticorps spécifique de l'al-antitrypsine (Dako Chemicals) et au
pourtour, en alternance, de l'al-AT purifiée à l'aide de quatre colonnes et du sérum entier à
différentes dilutions, soit 1/5, 1/10 et 1/20. Si la spécificité était présente, une ligne d'identité
serait retrouvée entre l'anticorps et l'al-AT et une ligne identique entre l'anticorps et le sérum
entier. Aucune ligne supplémentaire ne devrait être visualisée entre l'anticorps et le sérum.
C. MESURE ANTIGÉNIQUE DE L'al-ANTITRYPSINE
La mesure antigénique de l'al-AT était faite à l'aide d'une méthode d'immunodiffusion
radiale. L'al-antitrypsine purifiée par chromatographie (4 colonnes) était disposée dans les puits
d'une plaque d'immunodiffusion (LC-partigen, Hoechst Canada, Inc., Montréal) avec des dilutions
1/5 et 1/10 en diluant avec du PBS 1/10. 20 pl d'al-AT et 30 pi de PBS était mis par puits.
Selon le diamètre de l'arc de précipitation entre l'anticorps spécifique au centre de la plaque et
l'antigène purifiée au pourtour, la concentration d'al-antitrypsine était déterminée.
D. MESURE FONCTIONNELLE DE L'al-ANTITRYPSINE
L'activité fonctionnelle de l'al-AT contre l'élastase neutrophilique humaine était mesurée
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en vérifiant la capacité de l'al-AT de se lier à l'élastase dans un rapport équimolaire. Une
quantité fixe d'élastase était incubée avec des concentrations variables d'al-AT. L'élastase en
excès réagit avec le substrat spécifique (MeOSAAPV Nitroanilide). Le produit de cette réaction
(élastase/nitroanilide) donne à une longueur d'onde de 410 nm/min un changement d'absorbance.
Le changement maximal étant de l'ordre de 0,0040 - 0,0045, le pourcentage de molécules d'al-




où A = la concentration d'élastase dans la solution (étant
donné qu'une molécule d'al-AT active réagit avec une molécule d'élastase)
B  = la concentration minimale d'al-AT totale (active et
inactive) à laquelle aucune activité d'élastase n'est détectable dans la solution.
Plus précisément, l'al-antitrypsine purifiée était diluée dans le tampon D pour obtenir des
concentrations variant de 8 à 0 nM (8-4-2-1-0,5-0), 16 nM équivalent à 0,9 |ig/ml. L'élastase
neutrophilique humaine était une préparation commerciale (Elastin Products Co., Pacific, MO),
une concentration fixe de 4 nM était utilisée, soit d'abord préparée à 160 nM (240 pg/50 ml de
tampon D) puis diluée le jour de l'expérience à 4 nM. L'al-antitrypsine et l'élastase étaient
préparés en échantillons de 200 pl.
Les solutions d'al-AT à concentrations décroissantes et d'élastase à concentrations fixes
était incubée 2 heures à 23°C. On ajoutait alors 50 pi de NA (Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-'Val-
nitroanilide) qui pouvait réagir avec l'élastase non inactivée par l'al-antitrypsine. Une lecture
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aussi rapide que possible de la A D.O./min était faite sur le spectrophotomètre à 410 nm pendant
2 minutes. Les résultats entre 1 et 2 minutes étaient conservés et compilés. On reportait sur un
graphique la relation entre le pourcentage d'activité d'élastase libre (% entre le changement
d'absorbance observé et le changement maximal) et la concentration d'al-antitrypsine. On
déterminait ainsi, la concentration (nM al-AT) réagissant avec 4 nM d'élastase humaine
neutrophilique selon une réaction équimolaire.
E. MESURE DE LA CONSTANTE D'ASSOCIATION DE L'al-AT AVEC
L'ÉLASTASE NEUTROPHILIQUE HUMAINE
La constante d'association (K^) de l'al-antitrypsine avec l'élastase neutrophilique
humaine est un indicateur sensible de l'état fonctionnel de l'al-AT, c'est-à-dire un reflet fidèle
de son pouvoir inhibiteur. Suivant indirectement la méthode suggérée par Beatty (13), nous avons
mesuré cette constante. Au préalable, nous avons "titré" de l'élastase avec de l'al-AT
fraîchement isolée du sérum d'un individu pssédant le phénotype MM. Après s'être assuré de
l'activité de l'élastase, nous avons conservé ce même lot d'élastase pour toutes les autres épreuves.
Des concentrations équimolaires d'al-AT purifiée à partir des sérums des patients et des individus
normaux étaient incubées avec 3,4 nM d'élastase neutrophilique dans le tampon D à 23°C. La
réaction était arrêtée à différents temps entre 10 et 300 secondes en ajoutant du MeOSAAPVNA
0,1 M (Methoxy-succinyl-alanyl-alanyl-propyl-valyl nitroanilide), substrat spécifique de l'élastase
neutrophilique humaine. L'activité résiduelle de l'élastase était mesurée immédiatement après
l'addition du substrat "chromogénique" en observant le changement d'absorbance de la solution




OÙ Tl/2 représente le temps nécessaire pour inhiber 50% de l'activité de l'élastase. Les
mesures ont été faites en triplicata.
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Plus précisément, l'élastase et l'ai-AT étaient d'abord préparées dans une solution de 8,5
nM: 255 pg d'élastase neutrophilique humaine (Elastin Products co., Pacific, MO) étaient diluées
dans un litre de tampon D, 460 pg/L d'al-AT purifiée des sérums. Au moment de la procédure,
les concentrations d'élastase et d'al-AT étaient ramenées à 3,4 nM en diluant toujours avec du
tampon D. L'élastase était alors incubée avec l'al-AT et la réaction était arrêtée aux temps 10,
20, 30, 45, 60, 90, 120, 150 et 180 secondes en ajoutant 0,1 mM de MeOSAAPVNA. Une lecture
sur le spectophotomètre était prise deux minutes après l'addition du substrat, à 410 nm.
(changement de densité optique par minute). Selon la loi de la cinétique enzymatique, sur un
graphique mettant en relation 1/v et le temps (v représente la densité optique ou la concentration
d'élastase non inhibée par l'al-AT), Tl/2 est retrouvé sur l'abscisse à l'endroit où double 1/v au
temps initial. Pour le calcul de la constante, la concentration enzymatique était de 3,4 nM et Tl/2
calculé sur le graphique pour chacun des trois échantillons de chaque al-AT. La constante est
exprimée en M"' sec'.
F. FORMATION DE COMPLEXES al-AT / ÉLASTASE
Comme mentionné précédemment, l'al-AT oxydée peut encore réagir avec l'élastase
neutrophilique humaine mais ne peut plus réagir avec l'élatase pancréatique porcine (k^ = 0).
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Dans le but de vérifier si l'al-anlitrypsine purifiée des sérums des patients FK et des individus
normaux était oxydée ou non -- voire fonctionnelle ou non -, nous avons incubé de l'al-AT avec
de l'élastase pancréatique dans le tampon D pendant deux heures à 23°C. A la fin de la période
d'incubation, les échantillons étaient séparés à l'aide d'un gel d'électrophorèse SDS à 7,5%
d'acrylamide, telflue décrit dans le paragraphe suivant.
Le gel d'acrylamide à 7,5% était préparé de la façon suivante : d'abord préparation du gel
de résolution : 15 ml d'acrylamide, 7,5 ml de Tris 3,0 M, 1,8 gr. d'urée, 1,2 ml de SDS 10%),
36 ml H2O, 40 |il de TEMED et 400 pi de persulfate d'ammonium à 10%. Le tampon Tris pour
ce gel était ajusté à un pH de 8,9 à l'aide de HCl. Ce gel était coulé entre deux plaques de verre
de 16 x 20 cm, espacé de 1,5 mm en attente de sa polymérisation. Puis était ajouté le gel
concentrateur à 4% : 3 ml d'acrylamide, 3,8 ml de Tris 1,0M, 0,92 gr. d'urée, 300 pl de SDS
10%, 23 ml H2O, 15 pl de TEMED et 150 pl de persulfate d'ammonium à 10%. Le tampon Tris
pour ce gel était ajusté à un pH de 6,8 avec du HCl. La polymérisation de ce deuxième gel
prenait de 4 à 24 heures.
Le bain à électrophorèse était rempli de tampon de réservoir et un courant de 60 mA par
plaque était appliqué. Lorsque la ligne de migration du bleu de bromophénol atteignait 0,5 cm
du bas de la plaque, le courant était arrêté. Le gel était retiré des plaques et déposé dans une
solution de coloration: Bleu de Coomasie à 0,25% (2,5 gr. de Bleu de Coomasie ajoutés à 450 ml
de méthanol, 450 ml d'eau et 100 ml d'acide acétique) pour une période de 16 heures. La
décoloration était faite en trempant les plaques dans une solution de méthanol à 50% pour une
heure puis d'éthanol à 10% pendant 24 heures
Les échantillons étaient préparés ainsi: 5 pg d'al-AT purifiée à partir des sérums des
sujets FK et sains étaient ajoutés à 0,68 pg d'élastase porcine pancréatique (Sigma Chemical Co.,
St-Louis, MO). L'oxydation chimique de l'al-AT s'est fait à l'aide de la chloramine-T
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(incubation de 20 heures à 23°C d'al-AT avec une concentration molaire 8 fois supérieure de
chloramine-T). Cette al-AT avait été purifiée à l'aide d'une seule colonne soit celle d'affinité
(voir purification al-AT). La mesure de l'al-AT était faite par la méthode d'immunodiffusion
(voir mesure antigénique al-AT). L'élastase était diluée dans 10 pl de tampon E, était ajoutée
l'al-AT et complétée à 100 pi avec le tampon E. Après une incubation de deux heures à 23°C,
l'échantillon était incubé dans un bain d'eau à 100°C pendant 5 minutes. Les échantillons étaient
ensuite séparés par une électrophorèse.
ANALYSE STATISTIQUE DES RÉSULTATS
Toutes les données sont exprimées en valeurs arithmétiques de moyenne -t-/-1'écart-type
des différences de la moyenne (standard error of the mean). Les comparaisons entre les groupes
sont considérées significatives si le p < 0,05 utilisant le test de t de Student pour groupes pairés.
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RESULTATS
1.1 PURETE DE L'al-ANTITRYPSINE
1.1.1 SPÉCIFICITÉ DE L'ANTICORPS al-ANTITRYPSINE
Ce travail fut réalisé à partir d'al-antitrypsine sérique purifiée par la méthode de
chromatographie d'affinité, tel que décrit précédemment. Nous avons utilisé le sérum des patients
FK et des sujets normaux. Pour démontrer la spécificité de l'anticorps utilisé, voici le résultat
d'une immunodiffusion d'un Ouchterlony montrant une ligne d'identité entre l'anticorps utilisé
et notre al-antitrypsine purifiée et entre ce même anticorps et un sérum (figure 1). Aucune ligne
suppémentaire n'était visualisée entre l'anticorps et le sérum. Cette identité confu-me la spécificité
antigénique de l'al-AT que nous avons purifiée. Trois dilutions différentes ont été utilisées pour
permettre une meilleure visualisation.
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1.1.2 ELECÏROPHORÈSE SÉRUM ENTIER VS al-ANTITRYPSlNE
Pour démontrer la pureté de l'ai-AT, voici un premier gel d'électrophorèse (gel
d'acrylamide à 7,5% - SDS) où sont mis en comparaison un échantillon de sérum entier versus
un échantillon d'al-AT diluée dans du PBS (figure 2). Les puits #2 et #14 sont ceux où l'on
*
retrouve l'échantillon standard ayant des molécules avec poids moléculaire connu. Ce puits nous
sert de référence. Dans les puits 4, 6, 7 et 8, nous retrouvons respectivement du sérum à des
dilutions de 1/10, 1/20, 1/50 et 1/100 (dilué dans du PBS). Les puits 10 et 11 contiennent 20 et
10 pg d'al-AT purifiée. Le puits 12 contient des concentrations équimolaires d'al-AT et
d'élastase neutrophilique, tandis que dans le puits 13, on retrouve un surplus d'élastase (2:1). On
remarque que le sérum contient une multitude de molécules ayant un poids moléculaire entre 30
et 80 kd. Dans les puits où nous avons mis l'al-AT purifiée par chromatographie, une seule
bande est visible à 54 kd; cette bande correspond à l'al-AT qui n'est ni complexée ni protéolysée.
L'ajout d'élastase montre un complexe à poids moléculaire plus élevé ainsi qu'une bande plus
basse, correspondant à un peu de protéolyse (échantillon en incubation pendant 2 heures
permettant à l'élastase de protéolyser légèrement l'al-AT).
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1.2 ACTIVITE DE L'al-ANTITRYPSINE
I.2.I ACTIVITE INHIBITRICE DE L'al-AT
Pour démonter que l'al-antitrypsine que nous avons purifiée est bien active contre
l'élastase neutrophilique humaine, nous avons utilisé le spectophotomètre qui mesure le
changement de densité optique obtenu par le complexe MeOSAAPVNa-élastase neutrophilique.
Voici un exemple des graphiques obtenus (figure 3) par cette méthode. L'al-AT provient du
sérum d'un sujet sain de phénotype MM. Une mesure était prise pour des concentrations de 0.5,
1, 2 et 4 nM. Les échantillons étaient tous préparés en triplicata. La concentration d'élastase
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Fig no 3: Exemple de graphique obtenu pour mesurer l'activité fonctionnelle inhibitrice de
l'al-antitrypsine. Était ajouté à une concentration fixe en élastase neutrophilique des
concentrations croissantes d'aï-AT. Les résultats étaient transformés pour obtenir des
pourcentage d'activité, 100% signifie 100% d'activité d'élastase. L'endroit où la ligne intercepte
l'abcisse représente la quantité d'aï-AT nécessaire pour inhiber toute l'élastase de l'échantillon
(4nM).
1.2.2 CONSTANTE D'ASSOCIATION al-AT / ÉLASTASE
L'al-antitrypsine purifiée se doit de se lier très rapidement à i'élastase
neutrophilique pour être efficace. Une réaction de 10' M"' sec"' est requise pour que l'al-
antitrypsine soit parfaitement inhibitrice de I'élastase libre. Une vitesse de réaction de 10^ M"' sec"'
démontrerait que l'al-AT était oxydée partiellement ou non. Voici un exemple de graphique
(figure 4) où est mis en relation lA' et le temps. À différents temps, la concentration restante
d'élastase réagit avec la nitoanilide et des mesures de DO sont prises. Les points sur la courbe
étaient rejoints par une droite : l'extrapolation de cette droite sur l'abscisse nous donne le T'/z et
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Fig no 4: Exemple de graphique obtenu pour la mesure de la constante d'association. A différents
temps, la concentration restante d'élastase neutrophilique réagit avec le MeOSSAPV nitroanilide et
des mesures de densité optique sont prises. Les points de la courbe sont rejoints par une droite.
L'extrapolation de cette droite sur l'abaisse nous permet de déterminer le T1/2 qui sert à calculer la
constante d'association selon la formule décrite dans méthode.
1.2.3 ANALYSE ELECTROPHORÈTIQUE DU COMPLEXE al-ANTITRYPSINE/
ÉLASTASE
A l'aide d'une électrophorèse, nous avons déterminé si l'al-AT sérique isolée d'un sujet
normal était intacte ou oxydée. L'incubation de l'al-AT avec l'élastase durait 2 heures à 23°C.
Nous avons comparé d'abord l'al-AT purifié par chromatographie d'affinité, seule et incubée
avec de l'élastase porcine pancréatique. Puis de l'al-AT oxydée par de la chloramine-T, seule
et incubée avec de l'élastase porcine pancréatique. On voit que l'al-AT sérique est capable de
réagir avec l'élastase et qu'un complexe est formé. Une toute petite bande de protéolyse apparaît.
L'al-AT oxydée ne peut réagir avec l'élastase, au contraire, elle se fait protéolyser et très peu de
complexes apparaissent; ces complexes sont probablement faits d'al-antitrypsine non




2.1 CONCENTRATION ANTIGÉNIQUE DE L'al-ANTITRYPSINE
La concentration sérique de Tal-antitrypsine est grandement augmentée chez les
patients atteints de fibrose kystique par rapport aux sujets sains. Cette concentration est de 61,9
± 4,3 pmol/L chez les patients FK tandis qu'elle est de 36,7 ± 1,8 pmol/L chez les sujets sains.

















Fig no 6: Niveaux sériques de l'al-antitrypsine des sérums des sujets sains et des
patients atteints de fibrose kystique. Les niveaux sériques ont été déterminés par
une méthode d'immunodiffusion radiale (LC-partigen). Les résultats représentent la
moyenne avec l'écart-type des différences de la moyenne pour 11 sujets sains et 13
patients atteints de fibrose kystique.
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2.2 ÉTAT FONCTIONNEL DE L'al-ANTITRYPSINE SÉRIQUE
La capacité fonctionnelle de Tal-AT était considérée être à 100% s'il ne fallait
pas plus de 4 nM d'al-antitrypsine pour inhiber les 4 nM d'élastase neutrophilique humaine mis
au préalable dans l'échantillon. Cette réaction spectrophotométrique n'impliquait pas la notion
9
de cinétique enzymatique puisque la réaction était arrêtée après deux heures d'incubation.
Comme nous l'avions prévu, l'al-antitrypsine isolée à partir des sérums des sujets
sains était active complètement, soit à 103.1 ± 9.6% (n=ll). Cette activité n'était pas différente
de celle de l'al-AT isolée des sérums des patients FK avec une activité à 100.2 ± 4.1%
(n=13)(voir figure 7). Cette différence est évidemment non significative avec un p )0,2.
Cependant, l'activité totale sérique de l'al-AT des patients FK est de 1,7 fois supérieure à celle
des sujets sains étant donné que leur concentration sérique était de 1,7 fois supérieure et que l'on




























Fig no 7: Capacité fonctionnelle inhibitrice de l'ai-AT sérique purifiée des sujets
sains et des patients atteints de fibrose kystique. La capacité est exprimée en
pourcentage d'inhibition de l'élastase neutrophilique humaine. Un ratio de 100%
d'aï-AT signifie que l'ai-AT est capable d'inhiber une concentration équimolaire
d'élastase.
2.3 CONSTANTE D'ASSOCIATION DE L'al-ANTITRYPSINE
L'activité fonctionnelle de l'ai-anti trypsine sérique telle que réalisée avec le test
précédent, est indépendante du temps puisque que l'incubation de l'al-antitrypsine avec l'élastase
était d'une durée de deux heures. Ce test permet d'affirmer que l'al-AT réagissait de façon
équimolaire avec l'élastase neutrophilique humaine. Cependant, avec une cinétique enzymatique,
il est possible de déterminer la vitesse de réaction et de vérifier si celle-ci est comparable chez les
patients FK et chez les sujets sains. La constante d'association est semblable d'un groupe à
l'autre, soit = 0,77 ± 0,16 x 10^ M"' sec"' pour l'al-antitrypsine isolée des sérums des patients
FK (n=13) et = 0,82 ± 0,19 x 10^ M"' sec"' pour les sujets sains (n=ll). La différence
































Fig no 8 : Taux d'inhibition d'une concentration équimolaire d'élastase
neutrophilique humaine par de l'al-antitrypsine sérique des sujets sains et des
patients atteints de fibrose kystique. Les résultats sont exprimés en valeur de
constante d'association soit 10^ M"^ sec-"" , les colonnes représentent les
moyennes et les écarts-type des différences de la moyenne.
2.4 FORMATION DE COMPLEXES al-AT / ELASTASE PANCRÉATIQUE
L'élastase porcine pancréatique est incapable de se lier à l'al-antitrypsine oxydée au
contraire de l'élastase neutrophilique. Nous avons comparé la réponse obtenue à l'aide d'une
électrophorèse de l'al-AT incubée avec de l'élastase pancréatique. Nous avons pris de l'al-AT
piuifiée de sérums de trois patients FK et de trois sujets sains. Les deux groupes donnent des
résultats semblables, soit la formation d'un complexe à 84 kd. Ces résultats apparaissent sur
rélectrophorèse présentée (figure 9). Seuls l'al-AT sérique de trois patients par groupe sont
présentés (sujets sains et patients FK) mais tous les échantillons des deux groupes donnaient le




Notre hypothèse de recherche était de déterminer l'activité anti-élastase neutrophilique
dans le sérum des patients atteints de fibrose kystique. Des données récentes montrent qu'un
déséquilibre al-AT/élastase pourrait être à l'origine de la destruction de l'arbre respiratoire. Il
est tentant, dans cette optique, de vouloir supplémenter en al-antitrypsine les patients atteints de
fibrose kystique. Cependant, si tel n'est pas le cas, cette thérapeutique n'apporterait aucun
bénéfice. Cette étude vérifie notre hypothèse : les patients FK ne sont pas déficients en al-AT.
En 1986, Goldstein et al. mesurèrent l'al-antitrypsine sérique et l'al-AT retrouvée dans
les expectorations des patients FK (3). La quantité sérique d'al-AT était de 3,5 ± 1,1 pg/ml (64,8
|amol/L). Ces chiffres sont identiques aux nôtres. Nous avons mesuré un taux sérique de 61,9
± 4,3 pmol/L chez nos patients FK. Tout comme nous, ils mesurèrent la concentration d'al-AT
avec une immunodiffusion radiale.
Cependant, nos résultats diffèrent au sujet de l'activité fonctionnelle inhibitrice : ils
considérèrent que l'al-antitrypsine était active si complexée à l'élastase neutrophiUque. Ils ont
mesuré les complexes al-AT/élastase présents au niveau sérique (technique ELIS A). Suite à
l'incubation avec des doses croissantes d'élastase, ils ajoutaient l'anticorps spécifique et calculaient
ainsi l'activité de l'al-AT. Il s'agissait d'une étude non reliée au temps de réaction et qui pouvait
inclure de F al-antitrypsine oxydée encore capable de réagir avec l'élastase mais plus lentement.
Avec cette méthode d'ELISA, Goldstein et al. montrèrent une activité de l'al-antitrypsine
variant de 60 à 93% par rapport à 100% pour de l'élastase commerciale (cette étude fut faite chez
5 patients seulement, dont la condition clinique n'était pas identifiée). Nous avons au contraire
démontré qu'il n'existait aucune différence d'activité inhibitrice entre l'al-AT des patients FK
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comparé aux sujets sains : 100,2 ± 4,1% versus 103,1 ± 9,6%, notre technique ne mesurait pas
les complexes al-AT/élaslase, mais bien l'activité inlûbitrice de l'al-AT envers l'élastase.
Ces résultais sont différents des nôtres et notre explication est la suivante: l'incubation
de l'al-antitrypsine avec l'élastase neutrophilique était de 30 minutes. Il y avait presque
instantanément formation de plusieurs complexes al-AT/élastase. Cependant, bien que la réaction
soit équimolaire, il devait toujours demeurer en solution des molécules d'élastase non encore liées
à l'al-AT. Comme il est connu qu'un surplus d'élastase peut protéolyser le complexe al-AT-
élastase, il est possible qu'une certaine protéolyse ait lieu dans l'échantillon d'incubaUon. Etant
donné que la méthode d'ELISA mesure le complexe al-AT-élastase, il se peut que certains
complexes protéolysés n'aient pas été reconnus par l'anticorps d'où impression d'une certaine
inactivité de l'al-antitrypsine. Au contraire, nous n'avons trouvé aucune évidence d'al-AT
inactive dans le sérum des patients FK. De plus, la mesure de la constante d'association vient
confirmer cette nodon: les K355 sont comparables chez les deux groupes soit 0,77 ± 0,16 x 10' M"'
sec' pour les sujets FK et 0,82 ± 0,19 x 10' M' sec' pour les sujets sains. Cette mesure par une
technique de cinédque enzymadque nous semble beaucoup plus fiable pour confirmer l'acUvité
inhibitrice sérique de l'al-AT envers l'ÉNH.
Une équipe de Stockholm s'intéressa aussi aux complexes al-AT/ENH (35). Ils se sont
servis d'une méthode d'ELISA pour surveiller, au niveau sérique, la concentration de complexes
al-AT/élastase. Ils ont étudié 67 padents FK chroniquement infectés avec du Pseiidomonas.
De façon sériée, des échandllons sériques étaient prélevés avant et après une hospitalisadon pour
surinfection pulmonaire. Leurs résultats furent les suivants : le niveau le plus élevé de complexes
était retrouvé chez les padents chroniquement infectés avec du Pseudomonas et en phase aiguë
de surinfecdon pulmonaire, niveau qui diminuait en fin de traitement andbiotique; le niveau était
encore plus bas chez les padents qui ne venaient que pour des visites de contrôle; finalement, le
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niveau le plus bas se retrouvait des sujets sains, non atteints de FK. 11 y avait évidemment
beaucoup de recouvrement mais pour le même patient pris individuellement, ce critère clinique
était plus valable que le suivi de la vitesse de sédimentation ou du décompte de globules blancs.
Le niveau de complexe n'avait pas de corrélation interindividuelle quant au score radiologique ou
clinique de la maladie, à l'âge ou aux tests de fonction respiratoire. Ce test donnait donc un
sensibilité de 62% et une spécificité de 70%. Cependant, au total, la quantité de complexes al-
AT/ÉNH mésurés était inférieur à 2 pg/ml, soit 0,04% du total de l'ai-AT sérique (3,35)
Ces mêmes complexes ont été plus spécifiquement recherchés au niveau bronchique
(3,36). Chez des patients FK et avec maladie pulmonaire interstitielle, des lavages broncho-
alvéolaires ont été faits, où étaient mesurés l'activité élastase neutrophilique, la concentration de
neutrophiles et les complexes al-AT/élastase. Les seuls chez qui de l'activité élastase libre fut
retrouvée, furent les patients FK, bien que d'autres pathologies présentaient un afflux important
de neutrophiles bronchiques (mais jamais avec l'ampleur de l'afflux présent chez des FK). La
quantité de complexes corrélait avec le pourcentage de neutrophiles retrouvés dans le liquide de
lavage, sauf chez les patients FK. Chez ces derniers, il y avait une discordance : malgré une
quantité importante de neutrophiles, les complexes al-AT/élastase n'étaient pas aussi abondants
que prévu. Ils concluaient à une protéolyse des complexes ou à la dégradation de l'al-
antitrypsine secondaire au surplus d'élastase libre présent dans les sécrétions bronchiques (36).
Une autre différence entre nos résultats et ceux de la littérature vient de la valeur de la
constante d'association. En effet, Beatty et al. trouvèrent des valeurs de l'ordre de 1^333= 6,5 ± 4,0
X 10^ M''sec'' (14). Nos constantes d'association sont 0,77 ± 0,16 x 10' M"'sec'' pour les patients
FK et Kass= 0,82 ± 0,19 x 10' M"'sec"' pour les sujets sains. Beatty utilisa une méthode différente
de la nôtre pour purifier l'al-AT, de plus, les valeurs de constante d'association était calculé selon
une courbe standard d'inhibition de la trypsine. Leur méthode consistait aussi à mesurer l'activité
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résiduelle (à l'aide d'un substral approprié après une à deux nainutes de temps d'incubation), mais
le résultat était interprété en regard d'une courbe standard d'inhibition pour la trypsine porcine
pancréatique, cette courbe jugée exacte. Donc leur calcul mathématique pour l'obtention de la K3^
était également différent du nôtre. Cependant, en cinétique enzymatique, l'ordre de grandeur de
la réaction est plug important que le chiffre exact, soit par exemple 10* versus 10^ (faisant varier
la vitesse de réaction de 6 à 3 millisecondes). Ainsi, nos résultats étant de 10' M 'sec"', ils
s'avèrent comparable aux résultats de la littérature.
Donc seules les données de Goldstein diffèrent vraiment des nôtres et pourraient entraîner
de fausses conclusions : à savoir que l'ai-antitrypsine sérique est partiellement inactive, 60 à 90%
d'activité seulement. On pourrait croire que cette dernière fut inactivée lors de son passage
sanguin pulmonaire suite à une oxydation puisqu'il est impensable que de l'élastase libre puisse
se retrouver en circulation systémique. Cela impliquerait qu'en plus d'avoir une défense locale
pulmonaire déficiente, ces patients auraient aussi une certaine déficience systémique de protection
contre l'élastase. De plus, cela voudrait dire qu'en supplémentant de façon systémique en al-
antitrypsine ces patients, on pourrait voir s'améliorer leurs défenses au niveau de l'arbre
bronchique. Ce traitement a même été tenté au cours des années 1986-87 comme thérapie de
remplacement chez les patients FK (37). Ce traitement est cependant très coûteux et de très courte
durée.
De plus, nous avons démontré que les patients FK ont un taux sérique deux fois plus élevé
que les sujets témoins: 61,9 ± 4,3 pmol/L vs 36,7 ± 1,8 pmol/L. Comme l'al-AT sérique des
patients FK est essentiellement active, la capacité sérique anti-élastase neutrophilique des patients
FK est donc doublé par rapport à la population normale. Malgré cette protection anti-élastase
accrue, les poumons des patients FK est constamment exposé à de l'élastase libre active
(2,3,38,39). La présence de cette élastase libre au niveau du poumon peut avoir des conséquences
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nuisibles.
ENH: AGENT DESTRUCTEUR PULMONAIRE CHEZ LES PATIENTS FK
«
Plusieurs auteurs ont ainsi concentré leurs recherches sur cette protéase ainsi que sur l'ai-
antitrypsine qui est son principal inhibiteur. En 1984, Suter et al. parlèrent du rôle possible de
l'élastase comme médiateur de destruction de l'arbre respiratoire chez les patients FK (40). Ils
ont mesuré dans les sécrétions bronchiques de patients FK, l'activité enzymatique présente. Ces
patients étaient chroniquement infectés avec du Pseudomonas aeruginosa. Ils démontrèrent que
ces patients avaient une activité élastolytique beaucoup plus grande que les sujets témoins
(bronchitiques chroniques). Cette activité étaient plus marquée chez les patients avec une maladie
plus sévère et plus avancée. L'activité élastolytique principale provenait des neutrophiles, mais
il existait en plus une synergie entre l'élastase neutrophilique et le pseudomonas en regard de la
dégradation de l'élastine pulmonaire.
En 1986, l'équipe de Suter mesura la concentration d'élastase libre dans les expectorations
de patients FK infectés avec le Pseudomonas avant et après un traitement antibiotique dirigé
contre le Pseudomonas (38). Ils montrèrent que la concentration d'élastase libre diminuait
grandement après cette antibiothérapie mais qu'elle ne pouvait l'éliminer complètement, et ce,
malgré une baisse du volume des expectorations. Comme on peut s'y attendre, aucune activité
d'al-antitrypsine ne pouvait être décelée avant ou après l'antibiothérapie. L'activité élastolytique
correspondait à une mauvaise condition pulmonaire. 11 est à noter que l'antibiothérapie ne s'est
pas révélée efficace cliniquement pour 12 patients sur 30, ces derniers conservant des cultures
d'expectorations positives pour le Pseudomonas. Leur concentration d'élastase libre était de
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l'ordre de 0,5 à 3 |iM: cette concentration correspond au contenu en élastase de 1,5 x 10'
neutrophiles. Hill et al. montrèrent que cette activité élastolytique disparaissait après une
antibiothérapie chez ces patients infectés au Pseudomonas mais non FK (41).
Bruce et al. en 1985, caractérisèrent l'élastase bronchique et conclurent qu'il s'agissait
principalement d'élastase neutrophilique, mais que l'élastase provenant des Pseudomonas et des
macrophages alvéolaires contribuait également (42). Concluant qu'étant donné que i'al-
antitrypsine n'inhibe que l'élastase neutrophilique et que l'antibiothérapie ne peut pas éradiquer
le Pseudomonas chez tous les patients FK -- et principalement chez les patients avec une maladie
très avancée -, ils proposaient une thérapie dirigée spécifiquement contre l'élastase et non contre
l'infection (voir perspectives thérapeutiques).
Il ne fait donc plus de doute que l'élastase neutrophilique est un important agent de
destruction" pulmonaire. En 1989, Berger et al. montrèrent que l'élastase diminuait le pouvoir
de phagocytose des neutrophiles activés (43). Les neutrophiles circulants possèdent, sur leur
surface, des récepteurs C3b et iC3b. Ces molécules sont importantes pour permettre aux
neutrophiles d'adhérer à l'endothélium et, suivant le gradient chémotactique, de pénétrer à
l'intérieur des tissus et phacocyter alors les micro-organismes "enrobés" de complément. Certains
individus sont déficients en CR3 (récepteur iC3b) et présentent cliniquement un problème
d infections récurrentes. Chez des patients FK infectés par le Pseudomonas aemginosa.
Berger et al. montrèrent que l'expression du CR3 était normale, c'est-à-dire augmentée puisqu'en
période infectieuse, sur les neutrophiles pulmonaires de ces patients (obtenus par lavage broncho-
alvéolaire)(44). Cependant, l'expression du CRI était l'équivalent de celle sur des neutrophiles
non activés. Ce même défaut a été retrouvé chez un patient chroniquement infecté par le
Pseudomonas mais non atteint de fibrose kystique, suggérant que ce défaut était relié à l'infection
chronique et non au gène de la FK. Pour confirmer cette découverte, ils ont montré que si les
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neutrophiles étaient incubés avec de i'élastase nculropliilique, ils diminuaient leur capacité de tuer
du Pseiidomouas opsonisé. Ils proposèrent que l'expression du CRI est abolie secondairement
au clivage de la molécule par I'élastase, interférant avec l'efficacité de phagocytose médiée par
le système du complément. Cela expliquerait en partie pourquoi les patients FK sont incapables
de se "débarrasse#" du Pseudomonas qui les infecte chroniquement.
En 1990, la même équipe montra que I'élastase ne clivait pas le CR3 sauf si elle était déjà
liée au Pseudomonas opsonisé (44). Le CR3 (ou récepteur C3bi) était aussi clivé par I'élastase
du Pseudomonas ou par le liquide de lavages broncho-alvéolaires de patients FK infectés
chroniquement au Pseudomonas. Cette atteinte importante de la capacité de phacocytose
pulmonaire est évidemmement très nuisible pour le patient FK chroniquement infecté chez qui la
quantité d'élastase libre et active dans les sécrétions bronchiques est très grande (2). Ils avaient
d'ailleurs déjà été démontré que I'élastase neutrophilique pouvait cliver d'autres protéines
d'opsonisation telles que les immunoglogulines (IgG), la fibronectine et certaines composantes du
complément (45).
Sommerhoff et al. incriminèrent encore davantage I'élastase neutrophilique comme élément
dévastateur de l'arbre bronchique, tout particulièrement chez le patient infecté (46). Il démontra
que les protéases neutrophiliques, et principalement I'élastase, stimulaient de façon importante la
sécrétion glandulaire au niveau des voies aériennes. Cette hausse de production de sécrétions était
reliée à la concentration de I'élastase et d'aussi faibles concentrations que 10'° M étaient
suffisantes pour initier cette sécrétion bronchique. Il est à noter que cette augmentation de
sécrétions bronchiques était de 10 fois supérieure à celle initiée par les autres agonistes tels que
l'histamine, pourtant bien reconnue comme facteur provocateur comme dans l'asthme.
Comme il est reconnu que, dans l'arbre respiratoire du patient FK, les neutrophiles sont
retrouvés en abondance (39) et que de I'élastase neutrophilique y est libre, active et abondante (de
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3l'ordre de 100 à 400 nM (10"' M))(2), il devient évident que la présence de cette élastase peut être
grandement responsable de l'hypersécrétion bronchique existant chez ces patients et ne fait ainsi
qu'amplifier le cercle vicieux de l'infection chronique. Les neutrophilcs contiennent environ 1-2
pg d'élastase par 10^ cellules. Ainsi, le relâchement de 10% de protéases par lO'neutrophiles/cm
au niveau des tis^s sous-muqueux est suffisant pour causer une réponse sécrétoire. Etant donné
la quantité de neutrophiles présent dans l'arbre respiratoire des patients FK, même l'inhibition
de 99% de l'élastase par l'al-antitrypsine serait insuffisante pour empêcher cette réaction
sécrétoire. Il devient alors important de savoir que l'al-AT sérique est complètement active
comme le montre nos résultats identique chez les patients FK et les sujets normaux).
OXYDANTS ET DOMMAGES PULMONAIRES
Il ne fait plus de doute non plus que le surplus d'élastase retrouvé au niveau bronchique
est un élément destructeur pour le parenchyme pulmonaire. Cette élastase est libre et active car
non inhibée par l'al-antitrypsine. Cependant, nous avons démontré que les patients FK possèdent
une concentration sérique accrue d'al-AT et qu'elle est active à 100%. Mais l'oxydation subie
par l'al-antitrypsine au niveau de l'arbre respiratoire abaisse son activité inhibitrice contre
1 élastase. Plusieurs études révèlent que la présence d'oxydants au niveau de l'arbre respiratoire
est responsable de plusieurs pathologies telles la pneumopathie tabagique (emphysème), le SDRA
(syndrome de détresse respiratoire de l'adulte), la maladie de la maembrane hyaline de l'enfant
prématuré et la fibrose kystique (47-53).
Les macrophages alvéolaires des fumeurs relâchent spontanément 2,5 fois plus d'anions
superoxides et huit fois plus de H2O2 que les macrophages alvéolaires des non-fumeurs (33). A
eux seuls, dans un modèle expérimental, les macrophages sont capables de réduire de 60%
54
l'habileté de l'al-AT d'inhiber l'élastase neutrophilique. Cette inactivation est directement liée
à la production d'oxydants par les macrophages. L'al-AT retrouvée dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire des fumeurs est 1,5 fois plus lente pour inhiber l'élastase neutrophilique que
l'al-AT des non-fumeurs (54). L'inactivation de l'al-AT peut être renversée par la nietlnonine
sulfoxide peptide*reductase (impliquant une oxydation de la molécule d'al-AT et non une
protéolyse) (55).
Il est possible de produire un dommage pulmonaire en exposant le poumon à une
hyperoxie (95% O2), les inhibiteurs des radicaux libres, tels que la catalase, peuvent diminuer le
degré d'atteinte pulmonaire (56). Cochrane, auteur de multiples articles sur le SDRA, publiait en
1983 l'évidence d'activité de radicaux libres d'oxygène et d'al-AT oxydée dans le liquide de
lavages broncho-alvéolaires de patients atteints de SDRA (57,58). Cette entité est de plus en plus
recoimue et est un important facteur de mortalité chez les patients en Soins Intensifs. L'activité
de l'al-AT oxydée pouvait être restaurée en l'exposant à l'agent réducteur dithiothreitol en
présence de méthionyl sulfoxide peptide réductase. Selon eux, l'al-antitrypsine sérique de ces
patients était active à plus de 90% mais non pas à 100% tel que nous l'avons démontré pour les
patients FK.
Chez le nouveau-né et le prématuré, les oxydants ont aussi été le sujet de diverses études
quant à leur implication dans la maladie de membrane hyaline ou du développement de sa
principale complication pulmonaire, la dysplasie broncho-pulmonaire. L'emploi d'anti-oxydants
chez les prématurés fiit, à un certain moment, populaire (59) mais leur emploi ne prévenait pas
l'apparition de dysplasie broncho-pulmonaire (60). Frank et al. montrèrent que les défenses anti
oxydantes étaient pauvrement développées chez l'enfant naissant prématurément et que donc, 21%
d'oxygène était en fait une hyperoxie relative pour ces prématurés, cette hyperoxie entraînant les
séquelles mentionnés précédemment (61).
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Dans les expectorations de plusieurs patients FK existe de la myéoperoxydase active et
en grande concentration variant en corrélation avec la quantité d'élastase neutrophilique présente
(3). Cette myéloperoxidase est identique à la MPO produite par les neutrophiles circulants (62).
De façon directe, cette myéloperoxidase a un effet cytotoxique sur l'épithélium des voies aériennes
(trachéal). Cela iqaplique donc un autre effet potentiellement toxique des oxydants, en plus de son
effet sur l'al-antitrypsine.
Certains individus sont déficients en al-antitrypsine, c'est-à-dire que leur al-AT est
différente (phénotype ZZ au lieu de MM), et ils sont à risque de développer plus précocément de
l'emphysème pulmonaire. Ogushi et al. en 1987, voulurent savoir si l'al-AT de ces individus
pourrait être plus susceptible aux dommages oxydatifs que l'al-AT des sujets normaux :
effectivement, en plus de la déficience quantitative (34 vs 237 mg/dl), il existait une déficience
fonctionnelle (63). Le pouvoir inhibiteur de l'al-antitrypsine envers l'élastase était diminué : 63
vs 86%. De plus, à l'électrophorèse, les complexes al-AT ZZ/élastase sont plus instables que les
complexes al-AT MM/élastase; leur constante d'association est également inférieure (4,5 vs 9,7
X 10® M"' sec"'), impliquant un temps de réaction deux fois plus lenti Donc, en plus du déficit
quantitatif, se rajoute un déficit fonctionnel.
PERSPECTIVES THÉRAPEUTIQUES
Quelles sont les possibilités à offrir aux patients atteints de fibrose kystique, possibilités
évidemment encore théoriques pour le moment? La susceptibilité de l'al-antitrypsine à
l'oxydation (surtout pour les individus ZZ) a conduit à des études sur la possibilité d'une molécule
oxydo-résistante. Straus et al. publièrent un article sur de l'al-antitrypsine recombinante produite
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chez VEscherichia coli (64). Considérant le coût élevé de remplacement et la faisabilité de
supplémenter en al-AT les patients génétiquement déficients pour leur permettre d'éviter le
développement d'emphysème pulmonaire, il suggéra que par la technologie de génétique
moléculaire, il serait possible de produire de l'al-AT à meilleur coût et en plus grande quantité.
Les résultats furent partiellement encourageants: l'al-AT recombinante est effectivement efficace
avec une constante d'association comparable à l'al-antitrypsine régulière. Cependant,
contrairement à la molécule produite par l'humain, cette méthode ne produit pas une molécule
glycosylée. Cette particularité fait en sorte que les reins ne retiennent pas la molécule au niveau
sanguin, conduisant à une déplétion rapide après l'administration intra-veineuse, limitant la
diffusion au niveau pulmonaire (65), et donc difficilement applicable pour les patients FK.
Le groupe de George et al. montrèrent qu'il était possible de changer le résidu Met-358
par un résidu Val, rendant ainsi la molécule d'al-antitrypsine oxydo-résistante (66). Ce
changement permettait d'améliorer le pouvoir inhibiteur de l'al-AT par un facteur de 10, et ce,
même en présence d'oxydants. Cette al-antitrypsine "mutante" est tout aussi efficace comme
inhibiteur de l'élastase neutrophilique. Malheureusement, elle a une courte demi-vie et n'est pas
glycosylée, elle est rapidement excrétée par le rein.
Est-il possible de supplémenter en al-AT de façon systémique?, Smith et al. ont étudié
la faisabilité de le faire (37). D'abord, chez le chien, l'infusion de 60 mg/kg d'al-AT (isolé à
partir de plasma humain poolé) montra que la demi-vie Tl/2 était de 85 ± 12 heures. H est à
noter que l'activité de cette ctl-antitrypsine était de 60% seulement (secondaire au traitement
thermique imposé : chauffé à 60°C pendant 10 heures). Lorsque récupérée après quelques heures
de la circulation systémique, l'al-AT était encore active à 66%. Chez ces chiens, des lavages
broncho-alvéolaires ont été faits 2, 24, 72 heures après l'infusion d'al-AT. Le taux d'al-AT
retrouvé au niveau pulmonaire augmentait de 60% à son maximum mais diminuait rapidement par
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la suite. L'al-antitrypsine retrouvée était active également à 60%. L'infusion d'al-AT chez des
patients déficients (phénotype ZZ) amenait une Tl/2 de 101 heures et leur niveau d'al-AT
bronchique augmentait aussi.
En 1990, une équipe de Bethesda a aussi infusé de façon systémique de l'al-antitrypsine
mais cette fois, chez des patients FK (67). A une dose de 60 mg/kg, le taux bronchique d'al-AT
doubla mais l'activité élastolytique ne diminua aucunement. A des doses de 90 mg/kg, les taux
bronchiques augmentèrent davantage et le taux d'élastase libre chuta de 13 à 8,5 pM. Avec des
infusions de 120 mg/kg, le taux bronchique quadrupla et l'activité élastolytique bronchique fut
inhibée complètement. Ils conclurent qu'une infusion suffisante d'al-antitrypsine pourrait
améliorer le sort des patients FK en neutralisant l'activité élastase pulmonaire, mais ces infusions
se devaient d'être répétées aux semaines. Cette équipe publiait la même année que
l'administration intraveineuse d'al-AT n'amenait pas à long terme de bénéfices quant à
l'inhibition de l'élastase neutrophilique pulmonaire (67).
L'équipe de Smith, en 1987, a voulu savoir si l'al-antitrypsine pouvait être donnée en
nébulisation. Chez 15 chiens, 20 mg/kg d'al-AT ont été nébulisés et des lavages broncho
alvéolaires ont été faits 6, 24, 144 heures après la nébulisation. Seulement 33% de Tal-AT
donnée avaient été retenus au niveau bronchique. La Tl/2 était de l'ordre de 62 heures, mais avec
une chute rapide des taux très précocémenL Le pic plasmatique d'al-AT fut de 48 heures,
impliquant une diffusion systémique (37).
L'équipe de McElvaney, en 1991, a poursuivi cette idée en nébulisant de l'al-antitrypsine,
cette fois chez des patients FK (68). Douze patients FK ont reçu de l'ai-AT en aérosol à raison
de 1,5 à 3,0 mg/kg aux 12 heures, et ce, pour une semaine. Ils n'ont noté aucune réaction
systémique. Les niveaux d'al-AT retrouvés au niveau bronchique corrélaient avec la dose d'al-
AT administrée. Lorsque le taux bronchique atteignait 8 pmol/L, l'activité élastolytique était
58
complètemenl inhibée. De plus, l'ai-AT reiroiivée après la nébulisation conservait sa capacité
de se lier à l'élastase pancréatique porcine. L'al-antitrypsine bronchique des patients FK qui,
initialement, avait perdu son pouvoir bactéricide envers le Pseudomonas, le retrouvait après
nébulisation d'al-AT. Le nombre de complexes al-AT-élastase avait grandement augmenté à
la fin de la première semaine de traitement. Cette perspective thérapeutique semble prometteuse.
L'élastase libre, élément central de la destruction pulmonaire, se doit d'être inhibée pour
arrêter la progression de cette détérioration respiratoire. Des inhibiteurs synthétiques sont à l'étude
aetuellemenh Autres éléments destructeurs, les oxydants ; l'utilisation de médication anti-
infiammatoire ou d'antibiotiques plus puissants contre le Pseudomonas conduirait à la diminution
de la charge neutrophilique de 1 arbre bronchique et donc à la baisse de la production d'oxydants.
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CONCLUSION
Les années quatre-vingt-dix sont et seront des années riches en découvertes et en espoir
pour les enfants atteints de fibrose kystique. Pourtant, cette maladie congénitale très fréquente
inquiète encore beaucoup les médecins et les parents, autant les parents d'enfants déjà atteints que
les parents porteurs potentiellement à risque de donner la vie à un enfant atteint et donc
condamné. La biologie moléculaire et la médecine génétique demeurent les plus grands espoirs
pour parvenir à enrayer cette maladie mortelle. Cependant la morbidité est encore grande pour
ceux qui en sont aujourd'hui atteints. La médecine génétique permet, à l'heure actuelle, le
dépistage anténatal mais ce dépistage ne se fait que dans les grands centres universitaires et faut-il
encore que les parents soient au courant qu'ils sont porteurs de la maladie. Une thérapie génique
sera peut-être disponible éventuellement, mais les dommages causés par la maladie seront toujours
présents chez ces enfants. La transplantation pulmonaire est maintenant une possibilité
thérapeutique mais tous ne seront pas nécessairement capables de s'y rendre.
L'avenue de traitement actuelle doit donc voir à restreindre au maximum les dommages
infligés par cette maladie. Il devient de plus en plus évident que la présence d'infections
chroniques au niveau pulmonaire, et tout particulièrement celles causées par le Pseudomonas
aeruginosa, est responsable de la destruction parenchymateuse. Le déséquilibre entre la
production d'oxydants, de prot4ases et d'antiprotéases est un point central dans la pathogénèse de
cette destruction pulmonaire. Il est tentant de croire qu'en modifiant la balance existant entre ces
éléments en favorisant un surplus d'antiprotéases, il en résulterait une amélioration des symptômes
suite à une diminution des doinmages. Malheureusement, bien que cette avenue soit prônée par
quelques écoles, les résultats de nos travaux démontrent qu'il n'existe pas de déficit systémique
60
d antiprotéases, en fait il en existe un surplus. La supplémentalion syslémique, bien qu'efficace
dans les cas de déficits congénitaux en al-antitrypsine, s'est avérée inefficace pour les patients
atteints de fibrose kystique. La supplémentation pulmonaire en al-antitrypsine (par aérosolisation)
en est encore à ses expérimentations initiales et l'on peut déjà entrevoir des problèmes reliés au
coiit et à la lourcjeur du traitement dont l'efficacité n'est toujours pas prouvée, mais il s'agit-là
d'un sujet d'étude encore actif.
Nous croyons que pour influencer de façon efficace le déséquilibre existant, nous devons
diminuer la charge en oxydants et trouver des moyens pour diminuer la production de protéases.
Parmi ces moyens, nommons : un traitement beaucoup plus agressif des infections pour espérer
voir disparaître la présence de Pseudomonas aeruginosa -- traitement sous forme d'antibiothérapie
ou de meilleur drainage posttmal ~, la prescription d'anti-inflammatoires non spécifiques pour
permettre de diminuer la quantité de cellules inflammatoires et donc amener une baisse des
substances de la cascade de l'inflammation dont l'élastase. Une autre possibilité pourrait être de
s'attaquer de façon directe à la concentration d'élastase présente à l'aide d'inhibiteurs synthétiques,
et quelques études ont débuté à ce sujet. La neutralisation des oxydants serait aussi une avenue
potentielle; un meilleur contrôle infectieux et des anti-inflammatoires y auraient là aussi un rôle
à jouer. Finalement, des médicaments anti-oxydants pourraient permettre de conserver intact plus
longtemps la mince réserve pulmonaire en al-antitrypsine.
Les patients atteints de fibrose kystique ont une activité anti-élastase neutrophilique sérique
normale, et donc de les supplémenter en al-antitrypsine de façon systémiquene ne permettra pas
d'améliorer leur condition clinique.
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